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PROCEDE D' IDENTIFICATION DE COMPOSES MODULATEURS DES NEUROMEDIATEURS 



La presente invention concerne des compositions 
et methodes pour la mise en evidence ou la caracterisation 
de composes agissant sur la liberation de neuromediateurs • 
Elle concerne egalement des preparation de tissu nerveux 
utiles pour la mise en oeuvre de ces methodes, et 
1 'utilisation des composes ainsi identifies ou caracterises 
comme agents therapeutiques ou comme leads pour le 
developpement d' agents therapeutiques. 

Conscients des problemes que posent a notre 
societe les atteintes du systeme nerveux, qu'elles soient 
neurodegeneratives ou li<§es au tonus mental (depression, 
psychose) ou a des traumatismes , les groupes pharmaceutiques 
et les organismes de recherche academique ont lance des 
pro jets ambitieux ayant pour but de comprendre et de 
prevenir ces pathologies- A cet effet de nouvelles 
therapies, basees sur la greffe de cellules modifiees 
secretrices de medicament, ainsi que la decouverte de 
nouveaux produits assurant tone prevention ou un pr£ 
traitement sont devenues des objectifs prioritaires pour de 
nombreux laboratoires . II faut cependant realiser que les 
neurotransmissions centrales ainsi que les processus qui les 
regulent sont complexes et qu'il est souvent difficile de 
situer la cible des neurotoxiques endogenes ou exogenes. II 
est done essentiel de disposer de technologies permettant 
d' explorer rapidement un nombre important de produits 
agissant sur une serie importante de cibles potentielles . 

Les methodes utilisees aujourd'hui par 
l'industrie pharmaceutique sont longues, lourdes et 
laborieuses. Ainsi, ces methodes reposent essentiellement 
sur 1' etude de ce qui se passe apres la liberation des 
neuromediateurs, e'est-a-dire 1' etude des evenements post- 
synaptiques . 
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La presente invention propose de nouvelles 
methodes et compositions permettant d'aborder 1' etude, la 
prevention et le traitement des pathologies du systeme 
nerveux avec des chances plus grandes de succes . La presente 
invention repose notamment sur 1' etude de la modulation de 
la neurotransmission par son aspect pre-synaptique. 
L' invention permet done d'agir non pas sur les effets ou sur 
les symptomes, mais directement sur l'origine et les causes 
des pathologies. La presente invention permet 1' etude 
simultanee de nombreux composes tests sur des preparations 
de tissu nerveux, et offre des niveaux de fiabilite et de 
reproductibilite importants. 

Ce but est atteint selon la presente invention, 
grace a un procede d 1 identification de composes capables de 
moduler la liberation de neuromediateur, caracterise en ce 
que l'on met en contact au moins un compose a tester avec 
une preparation de tissu nerveux et en ce que 1 ' on determine 
l'eventuel effet modulateur dudit compose sur la liberation 
de neuromediateur par ladite preparation de tissu nerveux. 

La presente invention est remarquable en ce 
qu'elle offre une serie de dosages de neurotransmetteurs , 
rapides, simples, sensibles et fiables, qui peuvent §tre 
utilises en temps reel sur des preparation vivantes, telles 
que cerveaux perfuses, coupes de tissus, terminaisons 
nerveuses isolees (synaptosomes) , cultures de cellules, etc. 
Le procede selon 1 ' invention s'interesse a la liberation des 
neuromediateurs, e'est a dire au plan pre-synaptique de la 
neurotransmission, alors que les techniques d' investigation 
decrites dans l'art anterieur concernent sur les aspects 
post-liberatoires, comme 1' action sur les recepteurs, les 
inhibiteurs de recapture ou d' enzyme de degradation des 
neuromediateurs . 

Selon une forme de realisation preferee, le 
procede de 1 ' invention est caracterise en ce que l'on met en 
contact au moins un compose a tester avec une preparation de 
tissu nerveux, puis l'on met ladite preparation ou son 
surnageant en presence d'une ou plusieurs substances dont 
l'une au moins est capable de reagir avec un neuromediateur 
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libere par la preparation de tissu nerveux, et en ce que 
l'on determine l'eventuel effet modulateur du ou des 
composes a tester en detectant ou en dosant une ou plusieurs 
desdites substances detectables si un neuromediateur est 
5 libere, ou en detectant ou en dosant au mo ins un produit 

resultant de la transformation de l'une desdites substances 
si un neuromediateur est libere. 

La mise en contact de la preparation de tissu 
nerveux avec le ou les composes a tester est effectuee 

10 pendant une duree suffisante pour permettre audit compose 

d'exprimer un eventuel effet sur ladite preparation. 

Le procede de 1 ' invention permet de tester des 
composes isoles, un melange de composes, un echantillon 
biologique, une banque combinatoire, une molecule 

15 synthetique ou naturelle, etc. 11 peut s'agir d'un produit 

connu, dont on souhaite caracteriser 1'activite, ou de 
produits inconnus ou de melanges indef inis . Comme indique 
ci-apres, 1 1 invention decrit des preparations de tissu 
nerveux qui permettent de disposer d'un grand nombre 

20 d'echantillons de matiere cerebrale a partir d'un seul 

animal, ce qui permet de tester de maniere simultanee ou 
sequentielle des quantites importantes de composes, 
notamment des banques de composes . 

Ainsi, le procede de 1 1 invention peut consister 

25 a mettre en contact plusieurs composes a tester soit 

sequentiellement , soit simultanement, en parallele ou non, 
avec la preparation de tissu nerveux. 

Pour une mise en contact simultanee, le ou les 
composes testes sont par exemple mis en solution avec la 

30 substance detectable, puis le melange obtenu est mis en 

contact avec la preparation de tissu nerveux. Dans un autre 
mode de mise en oeuvre, le ou les composes testes et la 
solution comprenant la ou les substances dont l'une au mo ins 
est capable de reagir avec un neuromediateur sont 

35 conditionnes separement et introduits simultanement dans le 

milieu comprenant la preparation de tissu nerveux. Le 
surnageant est ensuite recolte et le dosage realise. 

Pour une mise en contact sequentielle, la 
preparation de tissu nerveux peut etre mise en contact dans 
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un premier temps avec la solution comprenant tine ou 
plusieurs substances dont l'une au moins est capable de 
reagir avec un neuromediateur. Ceci permet eventuellement 
d'eliminer le bruit de fond lie a la presence eventuelle de 
5 neuromediateur residuel dans le milieu. Dans un second 

temps, le ou les composes testes sont ajout^s, et la 
substance detectable est dosee. 

Le procede de 1' invention permet, outre de 
tester plusieurs composes, mais aussi le dosage de plusieurs 
10 neuromediateurs en parallele. Ainsi, un m£me compose peut 

Stre teste en parallele pour ses proprietes sur la 
liberation de differents neuromediateurs, sur des 
echantillons de tissu nerveux prepares a partir d'un seul 
animal . 

15 

Les resultats obtenus avec le procede de 
1 1 invention et rapportes dans la partie experimentale ci- 
apres montrent que ce procede peut etre mis en oeuvre de 
maniere aisee, reproductible et rapide, sur des echantillons 

20 nombreux et biologiquement signif icatif s de tissu nerveux, 

pour mettre en evidence de nouveaux composes ou de nouvelles 
proprietes de composes connus, ou pour af finer le mecanisme 
d' action ou la specif icite d' action de composes connus. Les 
compositions et procedes de 1' invention sont ainsi 

25 utilisables pour la recherche ou le developpement de 

produits therapeutiques , ou pour toute autre application 
dans le domaine du systeme nerveux. 

La presente invention concerne egalement des 
30 preparations tissulaires, utiles pour la mise en oeuvre du 

procede ci-dessus, obtenues ex vivo et capables de conserver 
durant toute 1' experience leurs proprietes physiologiques 
essentielles . Ces preparations de tissu nerveux permettent 
des dosages rapides, reproductibles et fiables de nombreux 
35 produits agissant sur les mecanismes synaptiques. 

L 1 invention concerne tout particulierement des preparations 
de microcubes de matiere cerebrale, qui permettent de tester 
un grand nombre de produits a partir d'un seul animal, alors 
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que les techniques anterieures necessitent le sacrifice d'un 
animal par molecule ou sont moins signif icatives . 

Un premier type de preparation de tissu nerveux 
selon 1 ' invention comprend des microcubes de matiere 
5 cerebrale de mammifere, et de preference des microcubes de 

cortex cerebral. 

Un second type de preparation de tissu nerveux 
selon 1 1 invention comprend des fibres moussues de matiere 
cerebrale de mammifere, et de preference des fibres moussues 

10 du cervelet ou de 1 ' hippocampe . 

It' invention concerne en effet la preparation de 
tissu nerveux permettant des dosages fiables, nombreux et 
reproductibles a partir d'un m§me animal. En particulier, 
1 ' invention s ' interesse a la preparation de microcubes de 

15 matiere cerebrale a partir de tissu nerveux, notamment de 

cerveau entier, de cortex, de cervelet ou tout autre tissu 
nerveux. Les microcubes presentent l'avantage de conserver 
les connectivity nerveuses locales et d'etre suffisamment 
oxygenes en milieu physiologique pour assurer une viabilite 

20 compatible avec les methodes de 1' invention. 

II convient de rappeler que le f ractionnement du 
systeme nerveux central a conduit, dans les annees 1960, a 
la purification des terminaisons nerveuses ( synaptosomes ) . 
Depuis cette epoque, l'interet des neurobiologistes pour ces 

25 preparations ne s'est jamais tari. Si ces preparations ont 

ete tres utiles pour determiner la composition biochimique 
des elements synaptiques ou pour isoler les proteines qui 
assurent la neurotransmission, il faut cependant constater 
que ces etudes physiologiques et pharmacologiques se sont 

30 heurtees a des difficultes liees a la duree de vie breve in 

vitro de ces synaptosomes, obtenus dans des milieux de 
f ractionnement non adaptes a 1' etude physiologique. 
L'isolement des synaptosomes d'organe electrique de Torpille 
dans des milieux physiologiques semblait alors etre une 

35 exception puisqu'ils etaient capables de conserver leurs 

proprietes physiologiques (potentiel de membrane, synthese 
et liberation d'ACh) pendant au moins 48 heures . Toutefois, 
des preparations de tissu nerveux mammifere conservant de 
telles proprietes physiologiques n'a pas ete decrite jusqu'a 
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present. Les microcubes de matiere cerebrale selon 
1' invention presentent done un interet pharmacologique 
considerable . 

Les microcubes de matiere cerebrale constituent 
5 une preparation qui off re de multiples avantages. Ainsi, un 

echantillon de microcubes obtenu a partir d'un cortex est 
statistiquement comparable a ce cortex entier dans le sens 
ou 1 ' ensemble des neurones contenus dans chaque microcubes 
se trouve dans un environnement qui est proche de celui qui 

10 est le sien dans 1' animal entier. Chacun des neurones garde 

un certain nombre de ses connexions et 1 ' environnement glial 
reste tres stable. Ces deux Constances physiologiques sont 
sans aucun doute responsables de la stabilite et de la 
longue duree de vie des echantillons de micro cubes. Et meme 

15 si tous les microcubes ne sont pas equivalents entre eux du 

fait de 1 'heterogeneite du cortex, chaque population 
constituant 1 ' echantillon est statistiquement identique. 

Preferentiellement, les microcubes ont une 
taille moyenne comprise entre 0,1 et 5 mm 3 , de preference 

20 entre 0,1 et 3 mm 3 , encore plus preferentiellement de 1 mm 3 

environ. Les microcubes peuvent dtre prepares a partir de 
tissu nerveux, par decoupage puis passage a travers une ou 
plusieurs grilles de diametre defini, par exemple entre 0,01 
et 2 mm 2 . II peut s'agir notamment d'une toile de nylon, 

25 d'une grille metallique, ou de tout autre support adapte au 

tamisage. Une illustration de la preparation de microcubes 
est representee sur la Figure 1 en annexe, utilisant comme 
tissu nerveux de depart le cortex cerebral. 

Dans un mode particulier de realisation du 

30 procede de 1' invention, apres preparation des microcubes et 

d'un nombre consequent d' echantillons repartis dans des 
supports de titration, par exemple des tubes coniques ou des 
puits de microplaques, on met en contact le ou les composes 
a tester avec la preparation de tissu nerveux, puis l'on 

35 preleve le surnageant sur lequel on effectue le dosage 

(notamment par chimi luminescence) des media teurs 
eventuellement liberes par la preparation de tissu nerveux. 

Un autre avantage des microcubes reside dans 
leur stabilite importante, meme apres 
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congelation/decongelation. De ce fait, la mise en batterie 
de ces dosages n'est pas limitee par la duree de la journee 
de travail, mais les preparations de tissu nerveux peuvent 
etre conservees pour usage ulterieur. Une meme preparation 
5 permet done de determiner avec certitude les effets d'une ou 

plusieurs series de composes sur plusieurs (notamment cinq) 
neurotransmissions en parallele, ce qui rend les 
comparaisons d'autant plus faciles que la constitution du 
cortex des animaux sains est stable. 

10 Ces micro cubes off rent en plus des avantages 

par rapport aux autres preparations existantes et utilisees 
par l'industrie pharmaceutique : 

Compare aux coupes de cerveau, les 
echantillons de microcubes sont statistiquement plus 

15 homogenes car il est tou jours difficile de realiser deux 

coupes identiques pour avoir une bonne comparaison entre les 
manipulations , 

- Compare aux synaptosomes, les echantillons de 
microcubes sont plus stables et ont une duree de vie plus 

20 longue car ils ont conserve leur environnement 

phy s i o 1 ogi que , 

- Compare aux etudes sur 1' animal vivant , les 
microcubes permet tent de realiser, a partir d # un seul 
sacrifice, une batterie de tests concernant a la fois 

25 plusieurs composes et plusieurs pans de la 

neurotransmission, ce qui tranche avec les etudes 
comportementales , ou un animal teste permet de ne repondre 
qu'a une question (actif ou pas sur un comportement dont la 
portee est extrapolee) . 

30 L ' invention a done encore pour objet toute 

preparation de microcubes de matiere cerebrale telle que 
definie ci avant. II s'agit pref erentiellement d'une 
composition comprenant au moins 100 microcubes de matiere 
cerebrale tels que decrits ci avant. L ' invention concerne 

35 aussi 1' utilisation de tels microcubes, ou de toute autre 

preparation conservant les connectivites locales, pour 
1 ' identification de composes modulant la liberation de 
neuromediateurs . 
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Comme indique precedemment, une variante 
avantageuse du procede de 1' invention, consiste a utiliser 
une preparation de tissu nerveux comprenant des fibres 
moussues de matiere cerebrale mammifere, notamment des 
fibres moussues du cervelet ou de 1 ' hippocampe . 

Les fibres moussues contiennent des terminaisons 
nerveuses glutamatergiques d'un diametre de 5 a 10 yxn. 
Celles-ci ne sont, en general, pas preservees lorsque 1'on 
homogeneise le tissu nerveux pour isoler des petits 
synaptosomes (0,5 \*m) . Selon la presente invention, on 
utilise comme preparation de tissu nerveux des fibres 
moussues, preparees de maniere a conserver lesdites 
terminaisons nerveuses . Ces fibres peuvent §tre preparees 
par fragmentation du tissu de maniere plus douce, dans une 
solution physiologique, ce qui permet de preserver ces 
grandes terminaisons glutamatergiques. Des fibres moussues 
preparees dans ces conditions et utilisables pour la mise en 
oeuvre de la presente invention sont decrites sur la Figure 2 
en annexe. 

D'autres preparations de tissu nerveux peuvent 
etre utilisees, telles que des lignees cellulaires exprimant 
des pheno types de neurotransmission, des coupes de cerveau, 
le liquide cephalo-rachidien, etc. Toutefois, il est 
particulierement prefere, pour les raisons evoquees ci 
avant, d' utiliser des preparations conservant les 
connectivites locales et qui peuvent etre produites en 
nombre important a partir d'un seul animal, telles que des 
microcubes . 

La mise en contact du ou des composes a tester 
avec la preparation de tissu nerveux peut etre realisee dans 
tout dispositif approprie a une reaction de dosage, tel que 
des tubes, puits, plaques, support, etc. II s'agit 
pref erentiellement de tubes ou de puits de microtitration. 
Typiquement, les dosages sont realises sur des plaques de 
titration. 
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La detection ou le dosage d'une ou plusieurs 
substances detectables si un neuromediateur est libere, ou 
d'au mo ins un produit resultant de la transformation de 
I'une desdites substances si un neuromediateur est libere, 
5 peut etre effectue de differentes fagons, selon la nature de 

la substance a doser. 

Dans un mode particuli^rement prefere de mise en 
oeuvre, le procede utilise des substances froides, c'est-a- 
dire non radioactives . Le procede concerne tout 

10 particulierement la detection ou le dosage d'une substance 

conduisant a une emission de lumiere en presence de 
neuromediateur, le dosage de la substance consistant alors 
en le dosage ou la detection de la lumiere emise. 

Ainsi, dans un mode tout prefere, le procede de 

15 1' invention comprend un dosage par chimiluminescence, ce qui 

permet des dosages rapides, precis et nombreux des 
neuromediateurs . Les substances ou melanges de produits 
conduisant a tine emission de lumiere en presence de 
neuromediateur peuvent etre par exemple, selon le 

20 neuromediateur, une combinaison de luminol et de peroxydase, 

de decaldehyde et de lucif erase ou par exemple la NADH-FMN 
oxydoreductase . 

Ainsi, le procede selon 1 ' invention est 
caracterise en ce que 1 1 on en ce que I'on met en contact au 

25 moins un compose a tester avec une preparation de tissu 

nerveux en presence d'une une plusieurs enzymes dont le 
substrat de I 1 une au moins est un neuromediateur et d'au 
moins un agent capable d'emettre de la lumiere suite a la 
degradation dudit neuromediateur par son enzyme. 

30 

Comme indique precedemment , le dosage du 
neuromediateur peut etre effectue dans le surnageant de 
culture des preparations de tissu nerveux, apres traitement 
de celui-ci pour transformer le neuromediateur en substrat 
35 de la reaction d' emission de lumiere. Ainsi, dans un mode 

particulier, le dosage consiste a detecter un produit de 
transf ormation du neuromediateur. Pour cela, le 
neuromediateur est prealablement traite pour produire ce 
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produit de transformation. Differents traitements peuvent 
etre utilises, selon le neuromediateur concerne. 

A titre de neuromediateur dont la liberation est 
detectee ou dosee selon le procede de 1* invention, on peut 
5 citer notamment le glutamate (Glu) , 1 ■ acetycholine (Ach) , le 

y-aminobutyrate (Gaba) , les catecholamines notamment la 
dopamine ( Da) , ou 1 1 ATP . 

L 1 application du procede de 1 ' invention au 

10 dosage ou a la detection de 1 ' acetylcholine est caracterise 

en ce que l'on en ce que l'on met en contact au moins un 
compose a tester avec une preparation de tissu nerveux puis 
I'on met ladite preparation ou son surnagent en presence, 
success ivement ou simultanement , d 1 acetylcholinesterase , de 

15 cholineoxydase, de peroxydase, et de luminol, et en ce que 

1 1 on detecte ou 1 1 on dose la lumiere emise par la 
degradation du luminol suite a la degradation par 
1 1 acetylcholinesterase de 1 1 acetylcholine libere par la 
preparation de tissu nerveux. 

20 La figure 3a en annexe represente le dosage de 

1 'acetylcholine (Ach) . Pour ce dosage le mediateur est 
hydrolyse par 1 ' acetylcholinesterase, et la choline qui en 
resulte est oxydee par la cholineoxydase en presence de 
luminol et de peroxydase. Meme lorsqu'un echantillon 

25 contient de la choline et de l'ACh, on peut lire 

sequent iellement les deux substances : lorsque la 
luminescence due a la choline s'eteint, on ajoute de 
1 'acetylcholinesterase et la lumiere qui apparaxt donne le 
taux d'ACh. Ce type de test a ete applique sur certains 

30 echantillons nerveux, essentiellement non mammifere ou ne 

permettant pas des etudes sur des gammes assez larges de 
composes (Israel et Morel, Rev. Neurol. 143 (1987) 89) . La 
presente invention montre a present que ce type de test peut 
etre utilise a grande echelle, sur des preparation 

35 particulieres de tissu nerveux, et en batterie avec d'autres 

tests de dosage de neuromediateur. 



L 'application du procede de 1 1 invention au 
dosage ou a la detection du glutamate est caracterise en ce 



WO 01/13108 



11 



PCT/FR00/02294 



que l'on met en contact au moins un compose a tester avec 
une preparation de tissu nerveux, puis l'on met ladite 
preparation ou son surnageant en presence, successivement ou 
simultanement, de glutamate desydrogenase, d' oxydoreductase, 
5 de lucif erase, de NAD et de decaldehyde, et en ce que l'on 

detecte ou 1 1 on dose la lumiere emise par la degradation du 
decaldehyde suite a la degradation par la glutamate 
desydrogenase du glutamate libere par la preparation de 
tissu nerveux. 

10 La figure 3b en annexe represente le dosage du 

glutamate. Pour ce dosage le glutamate est par exemple 
deshydrogene par 1 ' enzyme glutamate deshydrogenase ; le 
NADH 2 qui apparait etant ensuite attaque par 1 ' enzyme NADH- 
FMN oxydoreductase, ce qui declenche en presence de 

15 decaldehyde et de lucif erase de photobacterium, une emission 

lumineuse. Ce type de dosage a ete mis en oeuvre dans 
d'autres conditions, exper imentales , sur des terminaisons 
nerveuses d'organes electriques (Israel et al., Neurochem. 
Int. 22 (1993) 53) . La presente invention montre a present 

20 que ce type de test peut etre utilise a grande echelle, sur 

des preparation particulieres de tissu nerveux, et en 
batterie avec d'autres tests de dosage de neuromediateur . 

L ' application du procede de 1 * invention au 
25 dosage ou a la detection du Gaba est caracterise en ce que 

l'on met en contact au moins un compose a tester avec une 
preparation de tissu nerveux puis l'on met ladite 
preparation ou son surnageant en presence, successivement ou 
simultanement , de gabase, d' oxydoreductase, de lucif erase, 
30 de NAD et de FMN et en ce que l'on detecte ou l'on dose la 

lumiere emise par la degradation du SSAL suite a la 
degradation par la gabase du Gaba libere par la preparation 
de tissu nerveux. 

La figure 3c en annexe represente le dosage du 
35 Gaba. Pour ce dosage, 1 ' enzyme Gabase est utilisee pour 

convertir le Gaba en aldehyde semi succinique avec 
production de NADH 2 . L' aldehyde semi succinique et le NADH 
declenchent, en presence de NADH-FMN oxydoreductase, 
1' emission de lumiere. L'avantage de ce test est qu'il n'est 
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pas necessaire d'aj outer un aldehyde exogene. Ce type de 
dosage a ete mis en oeuvre dans d'autres conditions, 
experimentales, sur des terminaisons nerveuses d'organes 
electriques (Israel et Lesbats., J. Neurochem. 67 (1996) 
5 2624) . La presente invention montre a present que ce type de 

test peut etre utilise a grande echelle, sur des 
preparations particulieres de tissu nerveux, et en batterie 
avec d'autres tests de dosage de neuromediateur . 

10 L • application du procede de 1 1 invention au 

dosage ou a la detection des catecholamines est caracterise 
en ce que I'on met en contact au moins un compost a tester 
avec une preparation de tissu nerveux puis l'on met ladite 
preparation ou son surnagent en presence, success ivement ou 

15 simultanement , de lactoperoxydase, d'0 2 et de luminol et en 

ce que l'on detecte ou l'on dose la lumiere emise par la 
degradation du luminol suite a la degradation par la 
lactoperoxydase d'une catecholamine liberee par la 
preparation de tissu nerveux. 

20 Les figures 3d et 3e en annexe representent le 

dosage des catecholamines, notamment de la dopamine. Pour le 
dosage de la dopamine, la presente invention se rapporte k 
un test particulierement efficace, base sur la mise en 
evidence de proprietes d'une enzyme dans la transformation 

25 de la dopamine. Ainsi, la presente invention montre que 

1' enzyme lactoperoxydase, en presence de 0 2 , conduit a la 
formation de H 2 0 2 , puis, en presence de ce dernier et de 
luminol, la meme lactoperoxydase catalyse la formation de 
lumiere. De ce fait, de maniere inattendue, la 

30 lactoperoxydase apparait comme possedant a la fois une 

action peroxydase classiquement decrite et une action 
oxydase . 



La presente invention se rapporte done aussi a 
35 un test base sur une catecholamine luminescente et ses 

applications pour controler le relargage d'un transmetteur 
adrenergique . Un noitibre croissant d' oxidases a ete utilise 
pour mesurer leur substrat specifique (glucose, xanthine, 
choline, etc (Michelson 1978 et Takayama et al. 1977). Dans le 
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cas du transmetteur acetylcholine (Ach) il a ete propose en 
1980 un procede dans lequel la choline resultant de 
l'hydrolyse de l'ACh etait oxydee par la choline oxydase en 
formant du peroxyde d'hydrogene, ce dernier etant detecte en 
5 utilisant une reaction chimiluminescente (luminol plus 

peroxydase) (Israel et Lesbats, 1981 a, b, 1982, 1987). Pour 
d'autres transmetteurs tels le glutamate (Glu) ou le y 
aminobutyrate (Gaba) , le test chimi luminescent correspondant 
a ete trouve, Glu et Gaba sont des substrats pour des 

10 deshydrogenases donnant du NADH qui declenche la luminescence 

des lucif erases bacteriennes sensibles aux aldehydes (Fosse 
et al, 1986 ; Israel et al, 1993 ; Israel et Lebats, 1996) . 
Si l'on ajoute a ces transmetteurs l'ATP, detecte par les 
lucif^rases de luciole (De Luca et Mc Elroy, 1978 ; Meunier 

15 et al, 1975) on se rend compte que beaucoup de transmetteurs 

sont maintenant mesures a 1 1 aide de methodes 
chimiluminescentes . Dans le cas des monoamines, la procedure 
de Tenne pour la monoamine oxydase convertit les amines 
aliphatiques en aldehydes aliphatiques qui declenchent la 

20 luminescence de systemes bacteriens sensibles aux aldehydes a 

longue chaine (Tenne et al, 1985 a, b) . 

L ' action de la monoamine oxydase sur les 
catecholamines produit du peroxyde d'hydrogene (Cadet et 
Brannock, 1998) qui a pu etre detecte a I'aide du luminol. II 

25 a maintenant ete mis en evidence dans le cadre de la presente 

invention que la lactoperoxydase de lait presente une 
fonction mixte oxydase - peroxydase, elle a ete capable 
d*oxyder des catecholamines et de catalyser la reaction du 
peroxyde forme avec le luminol, generant ainsi 1" emission de 

30 lumiere. Ainsi, il a ete mis au point un test sensible qui 

mesure aussi bien la norepinephrine, 1 1 epinephrine ou la 
dopamine, il reagit tres faiblement avec la L-DOPA ou la 
serotonine. Ce test a ete applique pour controler le 
relargage de catecholamines des tissus et des cellules 

3 5 adrenergiques . 

L* invention a done aussi pour objet un procede 
de dosage de catecholamine dans un echantillon, comprenant la 
mise en contact de cet echantillon avec la lactoperoxydase et 
le luminol, et le dosage de la lumiere emise . L' echantillon 
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peut etre tout surnageant de culture de cellules nerveuses, 
de microcubes de cerveau, ou de toute autre preparation de 
tissu nerveux, eventuellement apres stimulation de la 
liberation de catecholamines par depolarisation au calcium et 
5 incubation en presence du compose test. Ce dosage peut etre 

utilise pour doser 1 ' epinephrine, la norepinephrine, la 
dopamine , etc . 



L' invention se rapporte aussi a un kit pour la 
10 mise en oeuvre d'un procede decrit precedemment . Un tel kit 

comprend : 

une ou plusieurs preparations de tissus 
nerveux dans des compartiments separes, 

- une ou plusieurs substances dont l'une au 
15 moins est capables de reagir avec un neuromediateur libere 

par la preparation de tissu nerveux, et l'une au moins 
desdites substances est detectable si un neuromediateur est 
libere ou dont au moins un produit resultant de la 
transformation de l'une desdites substances est detectable 
20 si un neuromediateur est libere . 

- eventuellement un ou plusieurs composes de 
reference dont 1 ' ef f et sur la liberation d'un ou plusieurs 
neuromediateurs par la preparation de tissu nerveux est 
connu. 

25 

La mise en contact du ou des composes a tester 
avec la preparation de tissu nerveux, dans un kit selon 
1' invention, peut §tre realisee dans tout dispositif 
approprie a une reaction de dosage, tel que des tubes, 
30 puits, plaques, support, etc. II s'agit pref erentiellement 

de tubes ou de puits de microtitration. Typiquement , les 
dosages sont realises sur des plaques de titration. 

L' invention concerne enfin les composes capables 
35 de moduler la liberation pre synaptique de neuromediateurs 

identifiable par un procede selon 1* invention. Plus 
particulierement, 1 1 invention se rapporte a 1 ' utilisation 
d'un tel compose pour la fabrication d'un medicament destine 
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au traitement ou a la prevention de maladies du systeme 
nerveux . 

En effet, les composes identifies ou 
caracterises selon le procede de 1 ' invention peuvent soit 
5 augmenter, soit inhiber la liberation de mediateur. Ainsi, 

selon les pathologies concernees, il peut etre avantageux de 
chercher a augmenter ou a reduire la quantite de mediateur 
liberee, A cet egard, les composes identifies peuvent 
constituer des composes a usage therapeutique, ou bien des 
10 leads (cibles) pour le developpement de tels agents 

therapeutiques . Les applications de ces composes sont par 
exemple : 

pour les composes modulant la liberation 
d' acetylcholine, la neurodegenerecence et la maladie 
15 d' Alzheimer, 

- pour les composes modulant la liberation de 
glutamate, la neurotoxicity et l'ischemie, 

- pour les composes modulant la liberation de 
Gaba, l'epilepsie et 1'anxiete, 

20 - pour les composes modulant la liberation de 

catecholamines (dopamine) , la psychose, la depression, la 
maladie de Parkinson, 

pour les composes modulant la liberation 
d'ATP, 1'anxiete, la panique, les phobies, la maladie de 

25 Parkinson. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1 1 invention apparaitront des exemples qui suivent, donnes a 
titre illustratif et non limitatif, et qui decrivent les 

30 dosages en chimiluminescence de quatre mediateurs (ACh, Glu, 

Gaba et Da) sur une preparation de microcubes de matiere 
cerebrale et sur des fibres moussues . Bien entendu d'autres 
preparations, entrant dans le cadre de la presente invention 
sont egalement disponibles, telles que les cellules 

3 5 exprimant divers pheno types de neurotransmission, la mesure 

du glutamate du liquide cephalo-rachidien pour evaluer 
1 ' excito-toxicite . 

II sera fait reference dans ce qui suit aux 
dessins en annexe, dans lesquels : 
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- La Figure 1 represente la production de 
microcubes de matiere cerebrale, et leur utilisation pour le 
dosage de neuromediateurs. 

- La Figure 2 represente la production et 
1' aspect de fibres moussues glutamatergiques , et leur 
utilisation pour le dosage de neuromediateurs. 

- La Figure 3 represente le principe des dosages 
de 1' acetylcholine (Figure 3a), du glutamate (Figure 3b) et 
du Gaba (Figure 3c) . La Figure 3d represente le principe du 
test catecholamine-luminescent, la Figure 3e represente le 
dosage de la dopamine et de la norepinephrine. Les 
differents dosages permettent de detecter quelques picomoles 
de l'un des mediateurs. Une proportionnalite entre la 
lumiere emise et le taux de mediateur est montree sur les 
figures pour chaque mediateur. 

- La Figure 4 represente le remplissage de 
cellules en neuromediateurs et leur utilisation pour le 
dosage de neuromediateurs. Les cellules sont chargees en 
neuromediateur en l'ajoutant au milieu de culture (10 mM) . 
Les cellules sont lavees 5 a 6 fois, puis reprises dans un 
volume de milieu, pour aboutir a une concentration de 
1 nanomole de neuromediateur dans 5 ]il environ. Differents 
phenotypes de neurotransmetteurs sont ainsi exprimes par les 
lignees cellulaires. 

- La Figure 5 represente le dosage du glutamate 
dans le liquide cephalo-rachidien. 

La Figure 6 represente le dosage des 
catecholamines sur une preparation de cellules adrenergiques 
dissociees, en solution saline (A) ou non saline (B) . 

La Figure 7 represente le dosage des 
catecholamines sur une preparation de microcubes de cerveau 
stimulee par du KC1 en presence de calcium (7A) ou d ' EGTA 
(7B) . 

- La Figure 8 represente la determination du 
contenu en catecholamines des extraits biologiques. 

La Figure 9 represente le relargage de 
catecholamine par des fragments de glande surrenale. 
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La Figure 10 represente le relargage de 
catecholamines par des cellules de neuroblastome enrichies 
en dopamine au cours de leur culture. 



Exemple 1 : Materiel et Methodes . 



La lactoperoxydase (EC1. 11.1.7) de lait bovin a 
ete obtenue de Sigma sous forme de poudre lyophilisee (80- 
150 Unites / mg de proteine) . Le luminol (5-amino-l, 2 , 3 , 4- 
tetrahydrophthalazindione-1, 4) a ete obtenu de Merck. Une 
solution stock a 1 mM a ete preparee en diluant 18 mg dans 
quelques gouttes de NaOH 1M # et le volume final a ete porte 
a 100 mM par ajout de tampon Tris 0,2 M, pH 8,6. 

Le milieu de Krebs mammiferes est compose de 
136 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 2,2 mM CaCl2 , 1,2 mM MgCl2, 1,2 mM 
phosphate de sodium, 2,5 mM de bicarbonate de sodium, 5,5 mM 
glucose, oxygene . 

Exemple 2 : Preparation de microcubes de matifere 
cerebrale et utilisations pour le dosage de neuromediateurs 
(Figure 1) » 

Le cortex d'un rat ou d'une sour is (ou d'un 
autre mammifere, y compris humain) est disseque et decoupe 
en cubes de 1 a 2 mm 3 environ avec une lame de scalpel. Ces 
cubes sont laves dans un volume de Krebs mammiferes (au 
moins deux fois 250 mL) puis aspires a l'aide d'une pipette 
P5000 et forces au w jet " a travers une toile Nylon rigide 
ayant une maille de 1 mm de cote environ. Les cubes ainsi 
calibres sont recoltes au fond d'un becher par sedimentation 
spontanee ce qui reduit les centrifugations plus 
"traumatisantes" , puis les microcubes sont recoltes dans un 
volume progress ivement plus reduit . Les microcubes 
sedimentent au fond d'un tube conique et sont couverts par 1 
ou 2 mL de Krebs. Lorsque l'on pipette dans un culot de 20 a 
50 ^iL de ces microcubes a l'aide d'une pipette Gilson pointe 
jaune a 1 ' extremite coupee pour elargir 1' entree, on preleve 
un nombre egal de microcubes de sorte que l'on peut tester 
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la liberation de mediateur sur des echantillons 
statistiquement comparables. On peut par exemple incuber des 
echantillons de 50 pL de microcubes avec une serie de 
composes a differentes concentrations, et analyser leurs 
effets sur la liberation spontanee ou induite par 
depolarisation au potassium par rapport a un temoin. Les 
dosages de quatre neuromediateurs peuvent etre d' autre part 
repartis sur plusieurs jours puisque ces preparations sont 
congelables . 



Cette methode a ete mise en ceuvre de maniere 
particulierement efficace dans le cas de l'ACh, du Gaba, du 
glutamate ou de la dopamine (Figures 3). Pour ce qui est du 
glutamate, il est ailleurs decrit une preparation plus 
idoine, consistant en la mesure de la liberation de ce 
mediateur a partir de terminaisons nerveuses de fibres 
moussues de cervelet ou de 1 ' hippocampe . 
# 

Exemple 3: Preparation de fibres moussues 
glutamatergiques du cervelet ou de 1' hippocampe et 
utilisations pour le dosage de neuromediateurs (Figure 2) . 

Les terminaisons nerveuses des fibres moussues 
ont un diametre de 5 a 10 urn (Fig. 2) et ne sont, en 
general, pas preservees lorsque 1'on homogeneise le tissu 
nerveux pour isoler des petits synaptosomes (0.5 pm) qui 
sont habituellement purifies. Si l'on prend la precaution de 
fragmenter le tissu de maniere plus douce dans une solution 
physiologique, il est possible de preserver ces grandes 
terminaisons glutamatergiques . A cet effet, des quantites de 
tissus de 0.1 g environ ont ete dissociees par aspiration- 
expiration dans un volume de 0.3 mL a l'aide d'une pipette 
Gilson pointe bleue. Cet "homogenat " est ensuite ramene a 
2 mL de Krebs et filtre sur une toile de Nylon de 50 p. Les 
terminaisons nerveuses des fibres moussues sedimentent 
spontanement dans la fraction nucleaire. Ce culot est lave 1 
ou 2 fois dans du Krebs par sedimentation spontanee puis 
resuspendu dans 1 mL de Krebs. Ces terminaisons nerveuses 
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vont liberer le mediateur lorsqu'on les depolarise en 
presence de calcium et seront stables longtemps . 

Pour etudier l'effet de composes sur la 
5 liberation de glutamate, on utilise en general 3 a 5 jil de 

cette suspension, qui sont ajoutes au milieu reactionnel de 
dosage du glutamate, la liberation etant declenchee par 
1' addition de KC1 en presence de calcium. Les resultats 
obtenus montrent que cette preparation de tissu nerveux 
10 constitue un materiel de choix pour des dosages repetes, sur 

tin grand nombre d' echantillons . 

Exemple 4: Lignees cellulaires exprimant divers 
pheno types de neurotransmission (Figure 4) . 

15 

II a ete montre que l'on pouvait charger des 
cellules en cultures avec l'un des trois mediateurs ACh, Glu 
ou Gaba en l'ajoutant durant 5 a 12 heures au milieu de 
culture (Israel et al., Neuropharmacology 36 (1997) 1789). 

20 Les modalites techniques sont differentes pour chague 

mediateur. Dans le cas de 1'ACh par exemple (Figure 4), il 
est necessaire de bloquer au prealable les cholinesterases 
(phospholine 50 nM) . Dans tous les cas, cependant, la 
concentration intracellulaire de mediateur devient proche de 

25 la concentration extracellulaire utilisee (ici 10 mM) mais 

on peut la porter a 40 mM. Apres lavage du milieu, les 
cellules gardent le mediateur incorpore. La comparaison des 
contenus en ACh, Gaba et Glu de diverses lignees cellulaires 
est effectuee en lysant quelques y.1 de la suspension dans le 

30 milieu de mesure, avec 0.5% ou 0.05% triton pour les 

cellules chargees en ACh ou Glu respectivement , et en les 
portant prealablement a 80°C pour le Gaba puis en dosant le 
mediateur ainsi libere. Certaines lignees cellulaires 
liberent pref erentiellement l'ACh, d'autres le Gaba ou le 

35 glutamate (Fig. 4). Meme si les microcubes constituent un 

materiel de choix, ces lignees sont egalement utilisables 
dans les procedes de 1' invention pour 1 ' identification ou la 
caracterisation de composes capables de moduler la 
liberation de neuromediateurs . 
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Exemple 5: Etude de 1 ' excito-toxicite de 
glutamate mesure dans le liquide cephalo-rachidien (Figure 
51. 

5 Les alterations du systeme nerveux central 

consecutives a une lesion locale touchent souvent des 
territoires tissulaires plus etendus que ceux de la lesion 
proprement dite. L'aire de diffusion des aininoacides 
excitateurs (glutamate) liberes autour du site semble 

10 correspondre a cet effet excito-toxique . Dans la mesure ou 

1 ' espace extracellulaire est en equilibre avec le liquide 
cephalo-rachidien, on peut envisager que des composes qui 
reduiraient la teneur en glutamate du liquide cephalo- 
rachidien pourraient limiter 1 ' excito-toxicite et prevenir 

15 1 ' extension des zones d' alteration. L ' experience realisee 

sur la figure 5 montre, a titre d' exemple, qu'un produit qui 
diminue la liberation de glutamate a entraine une baisse de 
glutamate dans le liquide cephalo-rachidien des animaux 
traites . 

20 

Exemple 6 : Etude de la liberation de 
catecholamines . 

25 L ' invention se rapporte tout particulierement a 

la mise au point d'un test particulierement efficace de 
dosage, par chimiluminescence, des catecholamines dans des 
preparations de tissu nerveux. Ce test repose sur la double 
transformation inattendue de catecholamines par la 

30 lactoperoxydase, conduisant a 1' emission de lumiere, comme 

il est represents sur la Figure 3d. Pour la mise en oeuvre de 
ce test, 1 ' echantillon comprenant le neuromediateur est mis 
en contact avec la lac toper oxydase et le luminol . De 
preference, des volumes egaux de ces reactifs sont 

35 prealablement melanges (par exemple 30 pi chacun) , et le 

melange est ensuite ajoute a 1 ' echantillon (environ 6 ul) . 
La reaction est pref erentiellement realisee dans une 
solution saline composee de 136 mM NaCl, 5,6 mM KC1, 1,2 mM 
MgC12, 20 mM tampon Tris pH 8,6, oxygene (solution I). La 
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solution est placee dans un tube et introduite dans le 
luminometre, sous agitation douce. Lorsque 1' emission 
initiale diminue pour atteindre un niveau de base, le 
melange peut etre utilise pour doser les catecholamines. 
5 Pour un dosage en conditions standard, environ 3 p.1 de 

chaque reactif sont utilises (soit 6 \il du melange) . Pour un 
dosage moins sensible, on peut utiliser environ 3 \xl de 
luminol et 5 ul de lactoperoxydase dans une solution non 
saline composee de 120 mM sucrose, 120 mM tampon Tris pH 
10 8,6, oxygenee (solution II). 

Le dosage de catecholamines a ete effectue a 
partir de differentes preparations de tissu nerveux, 
incluant les cellules adrenergiques dissociees, les 
15 microcubes de regions striatales du cerveau ou des lignees 

cellulaires chargees en catecholamine. 

Des cellules adrenergiques dissociees ont ete 
preparees et utilisees dans un test de liberation de 

20 dopamine. Pour cela, 4 glandes adrenergiques ont ete 

dissociees dans un volume final de 2 ml de milieu Krebs 
mammifere. La liberation a ete testee sur des volumes de 5 a 
10 ill, dans les solutions I ou II ci-dessus dans lesquelles 
le luminol (3 uD et la lactoperoxydase (5 ul) ont ete 

25 ajoutes. La liberation de catecholamine a ete stimulee par 

l'ajout du ionophore calcique A23187 (1,2 ill) en presence de 
calcium (2,5 iriM) . Les resultats obtenus sont presentes sur 
la Figure 6 et montrent que le test de 1' invention permet un 
dosage rapide et sensible de la liberation de catecholamine 

30 sur de petits echantillons de tissu nerveux. 

Des microcubes de regions striatales de cerveau 
ont ete prepares a partir du cerveau de deux souris, qui ont 
ete decoupes et passes a travers une membrane de nylon 
35 (0,5 mm de section), puis repris dans un volume final de 

2 ml dans un tube conique. Des echantillons de 10 yl du 
culot ont ete utilises pour effectuer le test de liberation, 
dans les conditions decrites ci avant (dans 2 ml de solution 
I contenant 3 ul de luminol et 3 ul de lactoperoxydase) . La 
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liberation a ete stimulee par depolarisation au KC1 (45 mM) 
en presence de calcium (2,5 mM) . Des controles sans calcium 
ont ete effectues, en presence de EGTA (7 yM) . Les resultats 
obtenus sont presentes sur la Figure 7, et montrent que le 
5 precede de 1' invention est sensible et permet de doser le 

neurotransmetteur libere en reponse au calcium. Ce test peut 
etre aisement utilise pour 1 ' identification ou la 
caracterisation de composes agissant sur cette liberation de 
dopamine . 

10 Des experiences similaires ont ete realisees a 

partir de lignees cellulaires chargees en dopamine 
(notamment de lignees de neuroblastes) et ont permis de 
confirmer la sensibilite et la reproductibilite du procede 
de 1 ' invention . 

15 

Exemple 7 : Etude de la liberation de 
catecholamines . 

Cet exemple plus detaille que 1' exemple 5 decrit 
20 un test base sur une catecholamine luminescente et ses 

applications pour controler le relargage d'un transmetteur 
adrenergique . 

1) Materiel et methodes . 

25 

a) Solutions et tampons . 

Solution I : consiste en NaCl 13 6 mM, KC1 
5,6 mM, MgC12 1,2 mM, tampon Tris 20 mM pH 8,6 oxygene. 

Solution II : consiste en sucrose 120 mM, tampon 
30 Tris 120 mM pH 8,6 oxygene. 

Milieu de Krebs mammiferes: NaCl 136 mM, KC1 5,6 
mM, CaC12 2,2 mM, MgC12 1,2 mM, phosphate de Na 1,2 mM, 
bicarbonate de Na 2,5 mM, glucose 5,5 mM pH 7,4 oxygene. 

b) Solutions stocks . 

35 La lactoperoxydase (E C 1. 11. 1. 7) de lait de 

vache a ete achetee chez Sigma sous forme d'une poudre 
lyophilisee (80 a 150 unites par mg de proteine) , elle a ete 
dissoute dans 1 ml d ( eau et gardee congelee par aliquotes de 
100 
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Le luminol (5-amino-l, 2 , 3 , 4-tetrahydrophtala 
zindione-1, 4) a ete achete chez Merck. Une solution stock a 
ete preparee en dissolvant 18 mg de luminol dans quelques 
gouttes de NaOH 1M et le volume a ete porte a 100 ml avec du 
5 tampon Tris pH 8,6 0,2 M. Des aliquotes de 1 ml ont ete 

gardees a -20°C. 

c) Me 1 anqe r eac t i onne 1 . 

Dans 2 ml de solution I les inventeurs ont 
ajoute 3 ^il de luminol et 3 jal de lactoperoxydase. II a paru 

10 preferable de melanger un volume egal (30 \il de chaque) et 

d 1 a j outer 6 \il du melange garde dans la glace. Le tube est 
place dans le luminometre et la solution melangee avec Lin 
petit aimant. Quand 1' eclair initial a decline en une ligne 
de base qui diminue lentement, le melange peut etre utilise 

15 pour mesurer les catecholamines (norepinephrine, epinephrine, 

dopamine) . Si un test moins sensible est necessaire, la 
solution II est utilisee, a laquelle sont ajoutes 3 \il de 
luminol et 5 \il de lactoperoxydase. 

d) Extraits tissulaires . 

20 50 a 100 mg de tissus sont coupes et extraits 

pendant deux heures dans 1 ml d'acide trichloroacetique (TCA) 
refroidi dans la glace, les proteines denaturees sont 
centrifugees et le surnageant preleve. Une aliquote de 
0,25 ml a ete diluee de moitie dans de l'eau et lavee a 

25 l 1 ether 4 fois pour retirer le TCA (pH final : 4). Les traces 

d' ether dans la phase aqueuse ont ete evaporees. Un 
echantillon est dilue 1/10 a 1/100 dans la solution I et 
0,5 ml sont laves dans 2 ml de chloroforme. Puis des 
aliquotes de 40 jil de la phase aqueuse ont ete traitees avec 

30 10 |il de Triton X100 a 1% et la determination a ete realisee 

sur 3 a 5 Chaque echantillon est compare aux standards, 

et il est essentiel de tester un blanc traite exactement 
comme 1 1 echantillon . Si le niveau du blanc est eleve, il faut 
diluer le Triton jusqu'a ce que le blanc devienne negligeable 

35 par comparaison avec 1 1 echantillon (voir Fig. 3). 

e) Relargaqe de catecholamines de morceaux de 

surrenales . 

Deux souris ont ete anesthesiees a 1* ether, puis 
leurs surrenales ont ete retirees et coupees en 4 ou 5 
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morceaux qui ont ete laves 40 mn et 1 heure dans 400 ml de 
Krebs mammif ere . Le relargage a ete realise en solution I ou 
II dans laquelle le luminol et la lactoperoxydase sont 
augmentees respectivement jusqu'a 5 et 10 p.1 . La 
depolarisation avec du KC1 60 mM en presence de calcium 
2,5 mM declenche le relargage. 

f ) Relargage de catecholamines de cellules 
adrenergiques dissociees . 

Les morceaux ont ete laves comme precedemment et 
dissocies par plusieurs aspirations et re jets a travers une 
pipette (Eppendorf, c6ne de 1 ml) dans un volume final de 
2 ml . Le relargage a ete teste sur des aliquotes de 5 et 
10 ill. Davantage de materiel eteint le melange reactionnel. 
Le relargage a ete mesure en solution I ou II dans lesquelles 
le luminol (3 ^il) et la lactoperoxydase (5 nl) ont ete 
ajoutes. Le relargage a ete declenche par 1' addition de 
calcium ionophore A23187 (1,2 pM) en presence de calcium 
2,5 mM. 

g) Relargage de catecholamines de micro 
fragments de cerveau striatal . 

Les regions striatales du cerveau de deux souris 
ont ete decoupees et passees de force avec de grands volumes 
de Krebs a travers une gaze rigide de nylon (0,5 mm). Les 
micro fragments ont ete collectes au fond du becher et 
concentres en un volume final de 2 ml dans un tube conique. 
Le culot se forme rapidement par sedimentation et il est 
possible de prelever des echantillons de 10 \il du culot. lis 
sont ajoutes dans 2 ml de solution I contenant 6 jul du 
melange lactoperoxidase-luminol (un volume egal de chaque 
solution stock) . Le relargage a ete obtenu par depolarisation 
au KC1 (45 mM) en presence de 2,5 mM de calcium. Les 
controles en absence de calcium ont ete realises avec 0,7 \\M 
d'EGTA dans la solution. Plus d'EGTA pourrait inhiber la 
reaction, cette condition donne autant de sensibilite pour 
les controles et pour les echantillons 

h) Relargage de catecholamines de cellules 
enrichies en dopamine . 

Des cultures cellulaires NG108-15 ont ete 
maintenues dans du milieu Eagle modi fie de Dulbecco (DMEM) 
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enrichi en glutamine 2 mM, serum de veau foetal 10%, HAT 
(hypoxan thine 100 pM, aminopterine 1 mM et thymidine 16 pM) . 
Les cellules ont ete cultivees a 37°C dans une atmosphere 
humidifiee de 95 % d'air et 5% de C02 . Afin de charger les 
5 cellules en dopamine, les inventeurs ont ajoute, 16 heures 

avant 1 ' experience, un melange de dopamine et d'acide 
ascorbique neutralise pour obtenir une concentration finale 
de 10 mM de chaque dans le recipient de culture. La solution 
stock a ete faite avec de I'acide ascorbique 0,5 M neutralise 

1 0 par de la soude et avec de la dopamine 0,5 M pH 8,7. Les 

cellules sont lavees dans une solution consistant en NaCl 
136 mM, KC1 5,6 mM, MgC12 1,2 mM, tampon Tris 20 mM pH 8,6, 
glucose 5 , 5 mM oxygene. Quatre lavages a 1200 RPM pendant 
5 mn ont ete realises. Le culot provenant des 4 recipients a 

1 5 ete resuspendu dans 0,5 ml de Kr ebs . 

Le relargage des cellules enrichies a ete 
realise dans 2 ml de solution II contenant 3 p,l de luminol et 
5 pi de lactoperoxydase, il a ete trouve preferable de 
renforcer le melange reactionnel apres avoir ajoute les 

20 cellules (5 pi) en doublant le luminol et la peroxydase et en 

ajoutant 1 ml de plus de solution II. Quand le trace est 
revenu a un niveau de base acceptable, le relargage a ete 
declenche par le calcium (1,6 mM) en presence de 1 1 ionophore 
A 23187 (0,7 pM) . 

25 i) Localisation histochimique de la dopamine . 

Les cellules ont ete diluees de moitie avec une 
solution a 2 % de volume a volume d'acide glyoxylique 
contenant 0,5 mg % MgC12 pH 5. Les cellules ont ete deposees 
sur une lamelle de verre, et la solution drainee. Les 

30 cellules ont ete sechees a temperature ambiante puis traitees 

a 80°C pendant une demi-heure, avant d'etre examinees dans le 
milieu adequat pour les observations de la fluorescence. La 
procedure a ete adaptee de Liu et al., 1992 suivant De La 
Torre 1980 et Knigge et al., 1977. 

35 D) Figures . 

La Figure 3d represente le principe du test 
catecholamine- luminescent . 

La lactoperoxydase catalyse l'oxydation des 
catecholamines (dopamine, norepinephrine, epinephrine) et 
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l'oxydation chimiluminescente du luminol, elle presente line 
fonction mixte oxydase -per oxydase . 

La Figure 3e represente la courbe dose-reponse 
pour la dopamine et la norepinephrine. 

Le melange reactionnel, la solution I contenant 
la lac toper oxydase et le luminol (voir methodes) , donne une 
reaction chimiluminescente quand la catecholamine est 
ajoutee. Au-dessous des courbes est montree une reponse 
typique dans la gamme des picomoles. La difference entre les 
deux courbes depend de lot de lactoperoxydase et des 
solutions, elle ne correspond pas a une distinction 
specif ique entre les deux catecholamines. 

La Figure 6 represente le relargage de 
catecholamines par des cellules adrenergiques dissociees . 

En A, le relargage a ete mesure en solution I 
saline, il a ete induit par 1' addition d'ionophore A23107 
(1,2 mM) en presence de 2,5 mM de calcium (trace du haut) . 
Quand le calcium a ete reduit jusqu'& 10 pM, le relargage est 
clairement plus faible mais pas negligeable (trace du 
milieu) . Sur le trace du milieu, les pertes spontanees des 
cellules sont mesurees en absence d'ionophore. 

En B, le relargage a ete mesure en solution II 
(sucrose-Tris) et a ete provoque par 1' addition d'ionophore 
comme en A, en presence de calcium 2,5 mM ou de calcium 10 pM 
(trace du bas) . Dans cette solution, le relargage apparait 
comme negligeable en presence de faibles quantites de 
calcium, et les pertes spontanees ne sont pas mesurables . 

La proportion de lactoperoxydase et de luminol 
est donnee dans la partie Methodes. 

La Figure 7 represente le relargage de 
catecholamine par des microf ragments striataux. 

Les morceaux de striatum ont ete passes de 
force, avec un grand volume de Krebs, a travers une gaze de 
nylon rigide, les microf ragments ont ensuite pu sedimenter et 
le striatum de 4 souris a ete concentre dans un volume de 
2 ml. Sur le trace du haut, le relargage de catecholamine 
(probablement de la dopamine) a ete provoque par le KC1 
(45 mM) et le calcium (2,5 mM) . Quand le relargage decline, 
deux standards dopamine ont ete injectes. Sur le trace du 
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has, une depolarisation controle a ete realisee comme ci- 
dessus, mais en absence de calcium (plus 0,7 pM EGTA) , aucun 
relargage n'a ete mesure, un standard a ete injecte pour 
verifier le melange reactionnel. Dans les deux cas, 10 |il des 
5 microfragments preleves du culot (voir Methodes) ont ete 

utilises- Le relargage a ete realise en solution I contenant 
de la lactoperoxydase et du luminol, comme decrit dans 
Methodes . 

La Figure 8 represente la determination du 

10 contenu en catecholamine des extraits biologiques 

L'extrait lave au TCA et a 1 ' ether a aussi ete 
traite au chloroforme et au Triton, comme decrit dans 
Methodes- Le contenu en catecholamine de l'extrait du 
striatum est compare aux standards (gauche) et a un blanc 

15 traite exactement comme 1 ' echantillon. 

La Figure 9 represente le relargage de 
catecholamine par des fragments de glande surrenale. 

Chaque glande surrenale de sour is a 6te decoupee 
en 4 morceaux laves dans un grand volume (400 ml) de Krebs 

20 mammifere. Les morceaux ont ete transf^res dans la solution I 

(A) ou la solution II (B) et le relargage provoque par la 
depolarisation par le KC1 (60 mM) en presence de Calcium 
(2,5 mM) . Les proportions de lactoperoxydase et de luminol 
sont donnees dans la partie Methodes. Les traces du bas sont 

25 des controles realises en absence de Calcium (C) ou en 

absence de depolarisation (D) en utilisant du NaCl 60 mM. 

La Figure 10 represente le relargage de 
catecholamine par des cellules de neuroblastome enrichies en 
dopamine au cours de leur culture. 

30 Haut : demonstration histochimique de la 

presence de dopamine dans les cellules NG108-15 enrichies en 
culture avec de la dopamine (2 mM) . Le procede a l'acide 
glyoxylique donne un compose fluorescent avec la dopamine. 
Les cellules ont ete enrichies avec 2 a 10 mM de dopamine. 

35 Bas : relargage de dopamine par les cellules 

enrichies. Les cellules NG108-15 ont ete enrichies avec de la 
dopamine 10 mM ajoutee pendant 12 heures a la culture. Des 
cellules de quatre recipients a confluence ont ete 
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rassemblees, lavees au moins quatre fois dans une solution 
saline et suspendues dans 0,5 ml de solution saline. 

Gauche : le relargage a ete mesure sur 5 nl de 
suspension cellulaire en solution II contenant de la 
lactoperoxydase et du luminol comme decrit dans Methodes . Le 
relargage a ete provoque par le calcium (1,6 mM) et A23187 
(0,7 m). Deux standards dopamine ont ete injectes oour 
calibrer le relargage. 

Droite : controle, les cellules enrichies en 
dopamine n'en ont pas relargue en absence de calcium 
(1' injection de NaCl remplace le calcium). Le standard montre 
que le melange reactionnel aurait detecte toute dopamine 
relarguee . 



2) Resultats 

a) Test des catechola mines luminescentes . 
Le test decrit resulte d ' observations 
experimentales montrant que la dopamine ou la norepinephrine 
declenchent I'oxydation chimiluminescente du luminol en 
presence de lactoperoxydase. L ' interpretation la plus simple 
de la reaction est de considerer que la lactoperoxidase a 
une activite oxydase formant, a partir des catecholamines et 
de l'oxygene moleculaire, du peroxyde d'hydrogene qui reagit 
avec le luminol, la lactoperoxydase catalyse cette reaction 
chimiluminescente comme le ferait n'importe quelle 
peroxydase. La Figure 3d schematise la fonction oxydase - 
peroxydase possible de la lactoperoxydase. La Figure 3e 
illustre deux courbes dose-reponse obtenues avec la 
norepinephrine et la dopamine. La difference entre les deux 
courbes reflete seulement les proprietes de la preparation 
d- enzyme et de melange utilise dans les deux experiences. Au 
dessous des courbes sont montres des eclairs de lumiere 
typiques obtenus dans la gamme de 0,5 a 10 picomoles pour la 
dopamine. Des reponses equivalentes ont ete enregistrees 
pour la norepinephrine ou 1 • epinephrine . Le test ne mesure 
pas la L-DOPA qui presente une augmentation lente de la 
ligne de base. La L-DOPA a inactive le melange de reaction 
qui a perdu sa sensibilite a !• addition subsequente de 
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norepinephrine ou de dopamine. La reaction ne detecte pas la 
serotonine . 

L ' evaluation du contenu en catecholamines d ' echanti lions 
biologiques inconnus demande une extraction, et le 
5 traitement des echantillons qui diminue ou minimise les 

interferences possibles avec d'autres composes susceptibles 
d'etre presents dans I'extrait, et particulierement les 
lipides. L ' echantillon lave au TCA et a 1 1 ether a aussi ete 
melange avec du chlorof orme, et une faible quantite de 

10 Triton a ete ajoutee a la phase aqueuse, comme deer it dans 

Methodes. La figure 8 montre une evaluation typique, dans 
laquelle le contenu en catecholamines de 1 1 echantillon est 
compare a des standards, un blanc est aussi realise avec la 
solution traitee exactement comme I'extrait biologique. Le 

15 tableau I ci-dessous donne les resultats pour cinq 

experiences differentes, le contenu en catecholamines, 
trouve avec le test chimiluminescence est compare a des 
valeurs trouvees dans la litterature en utilisant la 
fluorometrie ou d'autres methodes. 

20 Tableau I 





Methode 

ch imi 1 umine s c en t e 


Methode 

f luorometrique 


Glande surrenale 


490 ± 94 


1100 * 


Striatum 


40 ± 10 


54 ± 8,2 ** 


Canal deferent 


11,9 ± 0,8 


7,9 *** 



Methode chimiluminescence : moyenne ± SEM de 5 experiences 
differentes (jig par g de tissu frais) . 
25 * : Udenfriend (1962) 

** : Cattabeni et al (1972) 
*** : Cooper et al . (1978) 



30 b) Relarqage des catecholamines des tissus et 

des cellules. 

Comme deer it precedemment pour les procedes 
chimilumine scents, le test des catecholamines peut etre 
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adapte pour suivre le relargage a partir de coupes de tissus 
ou de cellules. Ceci a demande guelques modifications en 
fonction de chacune des situations experimentales . Dans le 
cas de coupes de surrenales, par exemple, l'une des 
difficultes est venue de la presence de quantites 
extracellulaires elevees qui epuisent le melange 
reactionnel. Dans le cas de suspensions cellulaires, la 
turbidite de la solution et le materiel lipidique <§teignent 
la chimiluminescence, et diminuent la sensibilite. Les 
inventeurs ont final ement pu adapter la procedure pour 
chaque experience. 

c > Relargage des catecholamines par des morceaux 
de surrenales 

Chaque glande a ete coupee en 4 ou 5 tranches 
lavees deux fois dans un grand volume de Krebs mammiferes 
(voir Methodes) . Une tranche a ete doucement transferee dans 
un melange reactionnel, de la solution I ou de la solution 
II tamponnee a pH 8 , 6 et contenant de la lactoperoxydase et 
du luminol a des concentrations plus elevees, comme decrit 
dans Methodes. Le relargage a ete provoque par 
depolarisation au KCl en presence de calcium. La Figure 9 
(A, B, C, D) montre que le relargage a ete obtenu aussi bien 
dans une solution saline (A) que dans une solution sucrose- 
Tris (B) , et qu'il est clairement dependant du calcium. Des 
controles realises en absence de calcium ou apres avoir 
injecte du NaCl au lieu de KCl, sont montres au bas de la 
Figure 9 (C et D) . 

3) Relargage des catecholamines par des 
microf raqments striataux 

La procedure a aussi ete testee sur des 
tranches striatales, prelevees sur des cerveaux de souris. 
Dans ce cas egalement, les fragments ont ete laves dans un 
grand volume de Krebs et laisses sedimenter avant de les 
collecter dans 2 ml de Krebs. Une aliquote de materiel est 
prelevee du culot et injectee dans le melange reactionnel. 
Dans ce cas, les proportions de luminol et de 
lactoperoxydase utilises dans le test (voir Methodes) qui 
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dcnnent le maximum de sensibilite ont ete gardees . Le 
relargage a egalement ete provoque par depolarisation au KC1 
(Figure 7, trace du haut) , un controle en absence de calcium 
n'a pas montre de relargage de dopamine (Figure 7, trace du 
5 bas) . Dans les deux cas, un standard a la dopamine a montre 

que le melange reactionnel etait sensible a la dopamine et 
qu'il permet une evaluation du relargage Ca Dependant du 
transmetteur . 

10 e) Relargage des catecholamines de 

suspensions cellulaires 

Apres avoir incube les morceaux de 
surrenales dans du Krebs puis les avoir laves pour enlever 
les substances inter ferentes , les morceaux ont ete dissocies 

15 par plusieurs aspirations a la pipette ; la suspension 

obtenue a partir de 4 glandes surrenales a ete recueillie 
dans un volume de 2 ml de Krebs. Le relargage a ete realise 
en utilisant 5 A 10 |il de solution, 1 ' utilisation de 
davantage de cellules eteint le melange reactionnel. La 

20 Figure 6 A et B a pour but de comparer le relargage de 

cellules de surrenales dans deux solutions dif ferentes, 
solution I saline et solution II non saline. En A, le 
relargage a partir des cellules a ete mesure en solution 
saline et provoque par le calcium ionophore (A23187) en 

25 presence de calcium 2,5 mM. Quand le calcium est reduit a 

10 |iM, le relargage decline mais n'est pas negligeable 
(trace du milieu) . Le trace le plus bas montre la perte 
spontanee en absence d'ionophore ou de calcium. 

La Figure 6 B montre qu'en milieu non salin 

30 (solution II : sucrose Tris) , le relargage de ces cellules 

peut encore etre provoque comme en A par 1'ionophore A23187 
et le calcium, mais la dependance au calcium est plus 
evidente puisque le relargage est devenu negligeable en 
conditions de faible niveau de calcium. De plus, les pertes 

35 spontanees n'ont pas ete detectees en sucrose-Tris . II est 

probable qu'un comportement de relargage non dependant du 
calcium, du au gonflement des cellules, a lieu dans la 
solution saline. 
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f ) Relargage de dopamine de cellules en culture 

enrichies en dopamine 

Des travaux anterieurs ont montre que les 
cellules en culture pouvaient etre enrichies en ACh, Glu ou 
Gaba en ajoutant le transmetteur dans le milieu de culture 

(Israel et al. f 1994, 1997). Dans le cas particulier de 
cellules NG108-15, les inventeurs ont trouve des articles 
montrant qu'elles pouvaient incorporer de la serotonine ou 
des catecholamines (Furuya et al., 1985, Liu et al., 1992). 
lis montrent ici que les cellules NG108-15 accumulent la 
dopamine du milieu de culture auquel 2 a 10 mM de dopamine 
ont ete ajoutes. Les catecholamines doivent etre protegees 
de l'auto oxydation en utilisant de l'acide ascorbique, en 
particulier pour les longues periodes d' incubation (voir 
Methodes) . La Figure 10 (haut) montre que les cellules sont 
reellement enrichies en dopamine. La caracterisation 
histochimique de la dopamine avec la procedure a l'acide 
glyoxylique rend les cellules f luorescentes . Les cellules 
chargees ont ete capables de relarguer le neurotransmetteur 
en reponse a 1' influx de calcium provoque par A23187 en 
presence de calcium. Dans ce cas, il etait necessaire de 
renforcer le melange reactionnel apres avoir ajoute les 
cellules dans la solution II contenant les reactifs et 
1 ' ionophore . La dopamine extracellulaire est d ' abord 
mesuree, et quand la ligne de base est atteinte, une 
quantite supplementaire de luminol, de lactoperoxydase et 
1 ml de solution II (voir Methodes) a ete ajoute. Quand la 
ligne de base a ete atteinte, le relargage a ete provoque 
avec du calcium ((Figure 10, trace de gauche). Un controle 
dans lequel une injection de NaCl est realisee a la place du 
calcium est montre en Figure 10 (trace de droite) . Un 
relargage de dopamine clairement calcium-dependant a ete 
obtenu des cellules chargees . 

3) Discussion . 

Quand le present pro jet a debute, les inventeurs 
souhaitaient coupler 1' oxydation des catecholamines par la 
monoamine oxydase a la detection de peroxyde d'hydrogene a 
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1'aide du luminol. II a ete trouve par hasard que la 
lactoperoxydase etait en elle-meme suffisante pour catalyser 
a la fois l'oxydation des catecholamines et la detection du 
produit avec la chimi luminescence du luminol. II est connu 
5 que les catecholamines sont detectees par des procedures 

amperometriques , et que ces methodes sont sensibles, la 
specificite depend de la relation entre le potentiel 
d' oxydoreduction des catecholamines et 1' electrode de 
detection (Albillos et al., 1977, Pan et al., 1977). Dans le 

10 present test, il est probable que 1 ' oxydoreduction a lieu 

par 1 ' intermediaire du fer de la lactoperoxydase, il 
pourrait servir corame donneur d' electrons dans l'etape 
« oxydase » et de d'accepteur d' electron dans 1' action de la 
peroxydase sur le luminol. Dans tous les cas, l'af finite de 

15 FeC13 pour les catecholamines est a la base de la « reaction 

de Vulpian « qui a permis de decouvrir 1' adrenaline dans la 
circulation adrenergique . Il est alors probable que l'ion 
metallique de la peroxydase est essentiel pour expliquer le 
mecanisme des reactions observees . 

20 Les invent eurs ont aussi observe que la 

procedure ne distingue pas la norepinephrine, 1 ' epinephrine 
ou la dopamine, et que L-DOPA n'est pas mesurable, en depit 
du fait qu'elle inactive le melange react ionnel . D'autres 
transmetteurs , tels que la serotonine oxydee par la 

25 monoamine oxydase, n'ont pas reagi lors du test a la 

lactoperoxydase. D'autres composes, l'ascorbate ou 
1' acetylcholine, ont peu ou pas d'effet. 

Le procede decrit peut etre utilise en 
complement d'autres methodes. Le procede est rapide et 

30 complete les autres methodes developpees pour l'ATP, l'ACh, 

le glutamate et le Gaba en utilisant le meme luminometre 
pour determiner 1' emission de lumiere. 

Les inventeurs ont aussi ete capables de 
controler le relargage de catecholamines de diverses 

35 preparations adrenergiques . Le procede permet de detecter en 

continu le relargage. L'un des resultats pouvant etre 
interessant dans le futur est 1 ' observation que certaines 
cellules peuvent £tre enrichies en dopamine lors de la 
culture. Ceci pourrait permettre de trouver les cellules 
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capables d'accumuler et de relarguer ce transmetteur , dans 
le but de corriger, un jour, un deficit dopaminergique comme 
dans la maladie de Parkinson (Bjorklund et Stenevi, 1985 ; 
Espejo et al., 1998). De plus, la methode pourrait §tre 
utile pour trouver des composes pharmacologiques qui 
affectent la transmission adrenergique . 
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REVENDICATIONS 

1) Procede d ' identification de composes capables 
5 de moduler la liberation de neuromediateur, caracterise en 

ce que 1 ' on met en contact au moins un compose a tester avec 
line preparation de tissu nerveux et en ce que 1 ' on determine 
l'eventuel effet modulateur dudit compose sur la liberation 
de neuromediateur par ladite preparation de tissu nerveux. 

10 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que 1 1 on met en contact au moins un compose a tester 
avec une preparation de tissu nerveux, puis l'on met ladite 
preparation ou son surnagent en presence d'une ou plusieurs 

15 substances dont l'une au moins est capable de reagir avec un 

neuromediateur libere par la preparation de tissu nerveux, 
et en ce que l'on determine l'eventuel effet modulateur du 
ou des composes a tester en detectant ou en dosant une ou 
plusieurs desdites substances detectables si ion 

20 neuromediateur est libere, ou en detectant ou en dosant au 

moins un produit resultant de la transformation de l'une 
desdites substances si un neuromediateur est libere. 

3) Procede selon l'une des revendications 1 ou 
25 2, caracterise en ce que le compose a tester est un compose 

isole, un melange de compose, un echantillon biologique, une 
banque combinatoire, une molecule synthetique ou naturelle. 

4) Procede selon l'une quelconque des 
30 revendications 1 a 3, caracterise en ce que la preparation 

de tissu nerveux comprend des microcubes de matiere 
cerebrale de mammifere. 

5) Procede selon la revendication 4, caracterise 
35 en ce que la preparation de tissu nerveux comprend des 

microcubes de cortex cerebral. 

6) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que la preparation 
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de tissu nerveux comprend des fibres moussues de matiere 
cerebrale de mammifere* 



7) Procede selon la revendication 6, caracterise 
en ce que la preparation de tissu nerveux comprend des 
fibres moussues du cervelet ou de 1 1 hyppocampe . 

8) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que apres 
avoir mis en contact le compose ou les composes a tester 
avec la preparation de tissu nerveux, on prel^ve le 
surnageant sur lequel on determine l'eventuel effet 
modulateur du ou des composes a tester en detectant ou en 
dosant une ou plusieurs desdites substances detectables si 
un neuromediateur est libere, ou en detectant ou en dosant 
au moins un produit resultant de la transformation de l'une 
desdites substances si un neuromediateur est libere. 

9) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que 1'on 
determine l'eventuel effet modulateur du ou des compose a 
tester par une detection ou un dosage de lumiere emise. 

10) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce l'on determine 
l'eventuel effet modulateur du ou des composes a tester sur 
la liberation d'un ou plusieurs neurotransmetteur choisi 
parmi le glutamate (Glu) , 1 ' acetylcholine (Ach) , le y~ 
aminobutyrate (Gaba) , les catecholamines notamment la 
dopamine (DA), ou 1'ATP. 



11) Procede selon la revendication 10, 
caracterise en ce que l'on met en contact au moins un 
compose a tester avec une preparation de tissu nerveux puis 
l'on met ladite preparation ou son surnageant en presence 
d'une une plusieurs enzymes dont le substrat de l'une au 
moins est un neuromediateur et d'au moins un agent capable 
d'emettre de la lumiere suite a la degradation dudit 
neuromediateur par son enzyme. 
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12) Procede selon la revendication 10 , 
caracterise en ce que 1 ' on met en contact au moins un 
compose a tester avec une preparation de tissu nerveux puis 

5 l'on met ladite preparation ou son surnageant en presence, 

successivement ou simultanement, d' acetylcholinesterase, de 
cholineoxydase, de peroxydase, et de luminol, et en ce que 
1 ' on detecte ou 1 ' on dose la lumiere emise par la 
degradation du luminol suite a la degradation par 
10 1 ' acetylcholinesterase de 1 ' acetylcholine libere par la 

preparation de tissu nerveux. 

13) Procede selon la revendication 10, 
caracterise en ce que 1 ' on met en contact au moins un 

15 compose a tester avec une preparation de tissu nerveux puis 

l'on met ladite preparation ou son surnageant en presence, 
successivement ou simultanement, de glutamate desydrogenase, 
d'oxydoreductase, de lucif erase, de NAD et de decaldehyde, 
et en ce que 1 ' on detecte ou 1 1 on dose la lumiere emise par 

20 la degradation du decaldehyde suite a la degradation par la 

glutamate desydrogenase du glutamate libere par la 
preparation de tissu nerveux. 

14) Procede selon la revendication 10, 
25 caracterise en ce que l'on met en contact au moins un 

compose a tester avec une preparation de tissu nerveux puis 
l'on met ladite preparation ou son surnageant en presence, 
successivement ou simultanement, de gabase, 

d'oxydoreductase, de lucif erase, de NAD et de FMN et en ce 
30 que l'on detecte ou l'on dose la lumiere emise par la 

degradation du SSAL suite a la degradation par la gabase du 
Gaba libere par la preparation de tissu nerveux. 

15) Procede selon la revendication 10, 
35 caracterise en ce que l'on met en contact au moins un 

compose a tester avec une preparation de tissu nerveux puis 
l'on met ladite preparation ou son surnageant en presence, 
successivement ou simultanement, de lactoperoxydase, d'O 2 et 
de luminol et en ce que 1 ' on detecte ou 1 1 on dose la lumiere 
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emise par la degradation du luminol suite a la degradation 
par la lactoperoxydase d'une catecholamine libere par la 
preparation de tissu nerveux. 

16) Un kit pour la mise en oeuvre d'un procede 
selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- une ou plusieurs preparations de tissus 
nerveux dans des compartiments separes, 

- une ou plusieurs substances dont l'une au 
moins est capable de reagir avec un neuromediateur libere 
par la preparation de tissu nerveux, et l'une au moins 
desdites substances est detectable si un neuromediateur est 
libere ou dont au moins un produit resultant de la 
transformation de l'une desdites substances est detectable 
si un neuromediateur est libere. 

- eventuellement un ou plusieurs composes de 
reference dont l'effet sur la liberation d'un ou plusieurs 
neuromediateurs par la preparation de tissu nerveux est 
connu. 



17) Un compose capable de moduler la liberation 
pre-synaptique d'un ou plusieurs neuromediateurs, 
identifiable par un procede selon l'une quelconque des 
revendication 1 a 15. 



18) Utilisation d'un compose selon la 
revendication 17 pour la fabrication d'un medicament destine 
au traitement ou a la prevention de maladies du systeme 
nerveux . 
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1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration charged de l'examen preliminaire 
International, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S || est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administratlon chargee de l'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 5 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 

Absence d'unite de ('invention 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la poss 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularis dans la demande intemationale 

Observations relatives a la demande intemationale 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale {les feui/fes de remplacement qui ont 6te remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a f'articfe 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initia/ement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-38 version initiale 

Revendi cations, N°: 

1-16 regue(s) avec tetecopie du 29/1 0/2001 
Dessins, feuilles: 

1/1 2-1 2/1 2 version initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus §taient a la disposition de ('administration ou 
lui ont e\& remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a §t6 deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 

internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 



□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. _ 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entrame I'annulation : 



55.3). 



sequences : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme ii est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibiiite 
d'appiication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 6, 11, 13-16 

Non : Revendications 1-5, 7-10, 12, 

Activite inventive Oui: Revendications 14,16 

Non : Revendications 1-13, 15 

Possibiiite d'appiication industrielle Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII- Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielie; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

1. II est fait reference au document suivant: 

D1 : ISRAEL M ET AL: 'A bioluminescent gamma-aminobutyrate assay for 
monitoring its release fro inhibitory nerve endings.' JOURNAL OF 
NEUROCHEMISTRY, (1996 DEC) 67 (6) 2624-7. 

2. L'objet des revendications modifiees 1-16 n'allant pas au-dela de I'expose de 
I'invention tel que depose a I'origine, lesdites revendications remplissent les 
conditions evoquees a I' Article 34(2) (b) PCT. 

3. L'objet de la revendication 1 n'est pas nouveau (Article 33(2) PCT) pour les 
raisons suivantes: 

Le document D1 decrit un procede caracterise en ce que Ton met en contact du 
KCI en presence de calcium avec des coupes de cerveau de souris et en ce que 
I'effet sur la liberation de Glutamate est determine. Lesdites coupes de cerveau 
de souris, realisees a partir de regions riches en glutamate telles que 
I'hippocampe et le cervelet, sont divisees en microcubes de 1 a 2 mm 3 (voir le 
resume et la partie experimental, lignes 43-44 ainsi que la page 55, colonne de 
gauche, les lignes 4 a 8). Ledit procede permettant ('identification de composes 
capables de moduler la liberation dudit neuromediateur. 

L'hippocampe et le cervelet de souris (coupes en microcubes de 1 a 2 mm 3 ) etant 
de la matiere cerebrate de mammifere, ledit procede divulgue dans D1 comprend 
une preparation de tissu nerveux comprenant des microcubes de matiere 
cerebrale de mammifere, et anticipe ainsi l'objet de la revendication 1 (voir 
egalement la description page 5, lignes 13 a 17). 

II doit egalement etre note que lesdits microcubes, de taille identique a ceux decrit 
dans la presente demande, possedent les memes caracteristiques intrinseques 
que ceux-ci (page 6, lignes 4 a 17 de la description). Les microcubes de D1 sont 
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) 

ainsi egalement statistiquement identiques a la matiere cerebrale entiere dont ils 
sont issus, a savoir rhippocampe et le cervelet. 

L'ensemble des elements techniques de la revendication 1 etant deja connus de 
D1, I'objet de ladite revendication 1 ne remplit pas les conditions de I'Article 33(2) 
PCT. 

4. II en est de meme des revendications 2 et 3 (voir D1 , page 55, colonne de 
gauche, lignes 6-7). 

De la meme maniere, I'objet des revendications dependantes 4-5, 7-10 et 12 n'est 
pas nouveau car le document D1 decrit une procedure de dosage par 
chimiluminescence de la liberation de Glutamate sur des microcubes 
d'hippocampe ou de cervelet, ledit dosage comprenant les diverses etapes 
decrites dans lesdites revendications 4-5, 7-10 et 12 (voir la partie experimental). 

5. L'objet de la revendication dependante 6 n'etant pas decrit dans Tart anterieur, 
ladite revendication est nouvelle (Art. 33(2) PCT). 

Neanmoins, elle n'implique pas d'activite inventive (Art. 33(3) PCT), Thomme du 
metier etant tout a fait capable de preparer des microcubes du cortex cerebral (au 
lieu de I'hippocampe ou du cervelet, tels que decrit dans D1) sans faire preuve 
d'aucune activite inventive. 

6. La combinaison particuliere des caracteristiques des revendications 11 et 13 
n'etant pas revelee dans I'art anterieur, I'objet desdites revendications est 
considere comme nouveau au sens de I'Article 33(2) PCT. 

Neanmoins, il n'implique pas d'activite inventive au sens de PArticle 33(3) PCT car 
I'homme du metier est tout a fait capable de remplacer les substances decrites 
dans le procede de la revendication 12, pour le dosage du glutamate, par celles 
necessaires pour doser I'acetylcholine ou encore le GABA, telles que decrites 
dans les revendications 11 et 13, sans faire preuve d'aucune activite inventive. 

7. L'objet de la revendication 14 n'etant pas decrit dans I'art anterieur, ladite 
revendication est nouvelle (Art. 33(2) PCT). 

D'autre part, elle presente une activite inventive au sens de I'Article 33(3) PCT. 
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II apparait de la description que le probleme technique a resoudre etait la mise au 
point d'un test particulierement efficace de dosage, par chimiluminescence, des 
catecholamines dans des preparations de tissus nerveux. 
Ledit probleme a ete resolu de maniere convaincante par la mise en evidence 
inattendue d'une double propriete de la lactoperoxydase, qui presente a la fois 
une activite oxydase, permettant de generer du peroxyde d'hydrogene, et une 
activite peroxydase, permettant de catalyser la reaction du peroxyde forme avec 
le luminol, generant ainsi remission de lumiere. 
L'utilisation de cette enzyme pour un dosage chimiluminescent des 
catecholamines n'etant ni revelee, ni suggeree dans Tart anterieur, I'objet de la 
revendication dependante 14 presente une activite inventive au sens de I'Article 
33(3) PCT. 

Le meme raisonnement s'applique a la revendication independante 16 dont I'objet 
est identique a celui de la revendication 14 (voir ci-dessous le point 1 dans la 
section VIII). 

8. Uobjet de la revendication 15 est nouveau (Art. 33(2) PCT) mais n'implique pas 
d'activite inventive au sens de I'Article 33(3) PCT. 

Le document D1 decrit un dosage chimiluminescent comprenant des microcubes 
de matiere cerebrale (d'hippocampe ou de cervelet) et une ou plusieurs 
substances repondant aux caracteristiques decrites dans ladite revendication 15. 
L'homme du metier etant tout a fait capable de reunir cette preparation de 
microcubes avec les substances capables de reagir avec un neuromediateur 
libere par ladite preparation dans un kit sans faire preuve d'aucune activite 
inventive, I'objet de la revendication 15 ne remplit pas les criteres de I'Article 33(3) 
PCT. 



Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

1 . L'objet de la revendication 1 6 apparait etre identique a celui de la revendication 
14, tous deux concernant un procede d'identification de composes capables de 
moduler la liberation de catecholamines. Lesdites revendications manquent de 
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concision. De plus, un manque de clarte (Article 6 PCT) desdites revendications 
apparait, car une pluralite de revendications, portant sur le meme objet, rende 
difficile la determination de I'etendue de la protection. 
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RE VEND I C ATI ONS 

1) precede d 1 identification de composes capaJbles 
5 de moduler la liberation de neurom^diateur, caracterise en 

ce que- 1' oh met en contact au moin$ un compost a tester avec 
une preparation de tissu nerveux comprenant des microcubes 
de matiere cerebrale de mammifere et en ce que I'on 
determine l'eventuel effet modulateur dudit compose sur la 
1 0 liberation de neuromediateur par ladite preparation de tissu 

nerveux comprenant des microcubes de matiere cerebrale de 
mammifere- 

2) Precede selon la revendication 1, caracterise 
15 en ce que lesdits microcubes ont une taille moyenne comprise 

entre 0,1 et 5 mm 3 . 

3) Proc^de selon 1'une guelcongue des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que lesdits 

20 microcubes ont une taille moyenne de 1 mm 3 . 

4) Precede selon 1'une quelconque des 
revendications pr£c£dentes, caracterise en ce que I'on met 
en contact au moins un compose a tester avec une preparation 

25 de tissu nerveux comprenant des microcubes de matiere 

cerebrale de mammifere, puis on. met ladite preparation ou 
son surnageant en presence d'une ou plusieurs substances 
dont 1'une au moins est . capable de reagir avec un 
neuromediateur libere par la preparation de tissu nerveux 

3 0 comprenant des microcubes de matiere cerebrale de mairanifere, 

et en ce que I'on determine l'eventuel effet modulateur du 
ou des composes a tester en detectant ou en dosant une ou 
plusieurs desdites substances detectables si un 
neuromediateur est libere , ou en detectant ou en dosant au 

3 5 moins un produit resultant de la transformation de 1'une 

desdites substances si un neuromediateur est libere. 

5) Procede selon l r une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le compose 
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a tester est un compose isoie, un melange de compost , un 
echantillon biologique, une banque combinatoire , une 
molecule syn the tique ou naturelle- 

5 6) Precede selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que lesdits 
microcubes sont des mlcrocubes de cortex cerebral, 

7 ) Procede selon 1 1 une quelconque des 
JO revendications precedentes r caracterise en ce que apres 

avoir mis en contact le compose ou les composes a tester 
avec la preparation de tissu nerveux comprenant des 
microcubes de matiere cerebrale de mammifere, on prei&ve le 
surnageant sur lequel on determine l'eventuel effet 
15 modulateur du ou des composes a tester en detectant ou en 

dosant une ou plusieurs desdites substances, detectables si 
un neuromediateur est libere, ou en detectant ou en dosant 
au moins un produit resultant de la transformation de 1 1 une 
desdites substances si un neuromediateur est libere - 



8) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que l'on 
determine I'eventuel effet modulateur du ou des compost cl 
tester pair une detection ou un dosage de lumidre emise. 



9) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que l'on 
determine l'eventuel effet modulateur du ou des composes a 
tester sur la liberation d'un ou plusieurs 

3 0 neurotransmetteur ( s ) . choisi(s) parmi le glutamate (Glu) , 

1 1 acetylcholine (Ach), le Y-a^inobutyrate (Gaba) , les 
catecholamines notamment la dopamine (da) r ou l'ATP. 

10) Procede selon la revendication 9, 
35 caracterise en ce que l'on met en contact au moins un 

compose a tester avec une preparation de tissu nerveux 
comprenant des microcubes de matiere cerebrale de mammifere 
puis l'on met ladite preparation ou son surnageant en 
presence d'une ou plusieurs enzymes dont le substrat de 
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l'une au moins eat un neurbmediateur et d'au mbins un agent 
capable d'emettre de la lumiere suite a la degradation dudit 
neuromediateur par son enzyme. 

5 11) Procede selon la revendication 9, 

caracterise en ce que I'on met en contact au moins un 
compose h tester avec une preparation de tissu nerveux 
comprenant des microcubes de matiere cerebrale de mannnifere 
puis l'on met ladite preparation ou son surnageant en 

10 presence , successivement ou simultanement , 

d' acetylcholinesterase, de cholineoxydase, de peroxydase, et 
de luminol, et en ce que l f on detecte ou l'on dose la 
lumiere emise par la degradation du luminol suite h la 
degradation par 1 1 acetylcholinesterase de 1 1 acetylcholine 

1 5 lib6re par la preparation de tissu nerveux comprenant des 

microcubes de matiere cerebrale de . mammifere . 



12) Procede selon la revendication 9, 
caracterise en ce que l'on met en contact au moins un 
compose a tester avec une preparation de tissu nerveux 
comprenant des microcubes de matiere cerebrale de mammifere 
puis l'on met ladite preparation ou son surnageant en 
presence, successivement ou simultanement, de glutamate 
desydrogenase, d ' oxydoreductase, de lucif erase, de nad et de 
decaldehyde, et en ce que l'on detecte ou l'on dose la 
lumiere emise par la degradation du decaldehyde suite a la 
degradation par la glutamate desydrogenase du glutamate 
libere par la preparation de tissu nerveux comprenant des 
microcubes de matiere cerebrale de mammifere* 

13) Precede selon la revendication 9 r 
caracterise en ce que l'on met en contact au moins un 
compose a tester avec une preparation de tissu nerveux 
comprenant des microcubes de matiere cerebrale de mammifere 
puis l'on met ladite preparation ou son surnageant en 
presence, successivement ou simultanement , de gabase, 
d' oxydoreductase, de lucif erase, de NAD et de FMN et en ce 
que l'on detecte ou l'on dose la lumiere emise* par la 
degradation du SSAI, suite a la degradation par la gabase du 
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Gaba libere par la preparation de tissu nerveux comprenant 
des microcubes de matiere cerebrale de mammifere. 

14) Procede selon la revendication 10, 
5 caracterise en ce que l'on met en contact au moins un 

compost h tester avec une preparation de tissu nerveux 
comprenant des microcubes de matifere cerebrale de mammifSre 
puis l'on met ladite preparation ou son surnageant en 
presence, success ivement ou simultanement, de 

10 lac toper oxydase, d'0 2 et de luminol et en ce que l'on detecte 

ou 1 1 on dose la lumiere emise par la degradation du luminol 
suite a la degradation par la lactoperoxydase d'une 
catecholamine libera par la preparation de tissu nerveux 
comprenant des microcubes de matiere cerebrale de mammifere* 

15) Un kit pour la mise en ceuvre d'un procede 
selon I'une guelconque des revendications precedents, 

. caracterise en ce qu ' il comprend s 

une ou plusieurs preparations de tissus 

20 nerveux comprenant des microcubes de matiere cerebrale de 

mamrnif&re dans des compartiments separes, 

- une ou plusieurs substances dont I'une. au 
moins est capable de reagir avec un neuromediateur libere 
par la preparation de tissu nerveux comprenant des 

25 microcubes de mati&re cerebrale de mammifere, et I'une au 

moins desdites substances est detectable si un 
neuromediateur est libere ou dont au moins un produit 
resultant de la transformation de I'une desdites substances 
est detectable si un neuromediateur est libere. 

30 - eventuellement un ou plusieurs composes de 

reference dont i'effet.sur la liberation d'un ou plusieurs 
neuromediateurs par la preparation de tissu nerveux 
comprenant des microcubes de matiere cerebrale de mammifere 
est connu. 



16) Procede d 1 identification de composes 
capables de moduler la liberation de catecholamines et 
notamment de la dopamine {DA), caracterise en ce que l'on 
met en contact au moins un compose . a tester avec une 
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preparation de tissu nerveux puis l'on met ladite 
preparation ou son surnageant en presence, successivement ou 
simultanement, de lactoperoxydase, d'0 2 et de luminol et en 
ce que l'on detecte oil l'on dose la lumiere emise par la 
degradation du luminol suite a la degradation par la 
lactoperoxydase d'au moins une catecholamine liberee par la 
preparation de tissu nerveux. 
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